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TKANOVE KULTURY - ZAKLADNI METODY

Autor: Ing. Jana Stépanovska, Ing. Roman Maté&jka

TEORETICKY UVOD

Tkanové kultury dnes predstavuji jeden ze zakladnich prostiedkli biomedicinského vyzkumu,
diky kterému bylo mozné ¢asteéné omezit pokusy na zviratech a ktery umoznil védcim zaméfit
se na zkoumani konkrétni tkané ¢i urc¢itého typu bunck. Na druhou stranu ma tento model také
své limity. Builky jsou casto kultivované na planarnich plastovych povrSich v kultivaénim
médiu, jehoz slozeni neni ani zdaleka tak komplexni jako vnitini prostfedi organismu. Buiky
se tim padem ¢asem méni a jejich chovani jiz nemusi odpovidat tomu, jak by reagovaly za
fyziologickych podminek.

Historie tkanovych kultur saha az do roku 1885, kdy se némeckému zoologovi Wilhelmu
Rouxovi podafilo odebrat tkan z kufeciho embrya a udrzet tyto buniky nazivu po dobu nékolika
dni v teplém solném roztoku. Na tento objev nasledné navazal americky embryolog Ross
Granville Harrison, ktery popsal metodu, jak za laboratornich podminek kultivovat nervové
buriky izolované ze zabiho zarodku a pozorovat jejich rist. Harrisonovo pozorovani bylo vsak
limitované Castou bakteridlni kontaminaci jeho kultur. PfiSel proto s ndpadem pracovat za
aseptickych podminek. VSechno laboratorni sklo si opaloval, chirurgické nacini si vyvatoval a
rousky a filtracni papiry autoklavoval. Timto postupem doséhl toho, ze byl schopen udrzet
vyizolované bunky v kultufe i pét tydnd. V roce 1910 navstivil Harrisona v jeho laboratofi
Montrose Burrows, ktery pozdéji adaptoval jeho kultivaéni metodu a spolecné s Alexisem
Carrelem z Rockefellerova Institutu v New Yorku zacali kultivovat buiiky nejriznéjsich tkani
a zvifat a zacali téZ experimentovat se slozenim kultivatniho média. Postupné byly
vitaminy a glukdza, tedy latky nezbytné pro bunéény metabolismus. V roce 1911 byl pak
zaveden pojem ,tkanova kultura®, ktery oznacuje bunky ¢i tkan, kterd je schopna rist mimo
télo, takzvané in vitro, coz v ptekladu z latiny znamena ,,ve skle®.

Prvnim krokem k zaloZeni tkanové kultury je izolace daného bunééného typu z rostliny, zviiete
¢i lidského organismu. Tato izolace je vétsinou zaloZzena na kombinaci mechanického
rozvolnéni tkané a enzymatického natraveni mezibunécné hmoty, ke které mohou byt pouzity
enzymy jako kolagenaza, elastaza nebo trypsin. Nasledna separace bun¢k spociva v centrifugaci
zalozené na rozdilnych fyzikalnich vlastnostech (velikost ¢astic, hustota) ¢i vyuziti raznych
kultivaénich podminek. Timto zpisobem je mozné ziskat tzv. primokulturu. Tento termin
oznacuje bunky cerstvé odebrané z organismu a kultivované do té doby, nez porostou cely
povrch kultivaéni nddoby — vytvoii tzv. konfluentni vrstvu. Kratce pfed dosazenim konfluence
se bunky od povrchu kultivacni nadoby uvolni (mechanicky, pomoci enzymi jako je napf.
trypsin ¢i kolagenaza nebo pomoci chelatori dvojmocnych ionti jako napt. EDTA). Vznikla
bunécna suspenze se ziedi na pozadovanou koncentraci a nasadi se do novych kultiva¢nich
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nadob. Cely postup se oznacuje jako ,,pasaz‘“ a nove nasazen¢ kultuie se fika subkultura.

Yw__ 7

Pasdzovanim je mozné ziskat tzv. bunééné linie, které mohou byt odvozené z normalnich ¢i
rakovinnych tkéni. Bunécné linie odvozené z normalnich, netransformovanych tkani mayji
omezenou Zivotnost, protoze se jim postupné zkracuji telomery (koncové ¢asti chromozomt)
az pod kritickou délku, ktera jiz neumoziiuje dalsi replikaci chromozomu. Bunky se tedy déli
pouze po omezenou dobu a pocet déleni je dan tzv. Hayflickovym limitem. U lidskych
somatickych bunc¢k je maximdlni pocet déleni kolem 50, poté vstoupi buitka do obdobi
senescence (starnuti), které mtize vyustit v apoptdzu (bunécnou smrt). Pocet déleni do jisté miry
Zzavisi na staif organismu, ze kterého byly buiiky izolovany. Cim je jedinec v okamziku odebrani
tkan¢ starsi, tim jsou jeho buiiky schopny mensiho poctu pasazi.

Oproti tomu se nadorové bunky ¢i bunky imortalizované déli neomezené, nepodléhaji
Hayflickovu limitu a mohou tedy poskytnout kontinudlni bunécnou linii. Prvni takova lidska
kontinualni bunécna linie byla zaloZena v roce 1951, kdy v nemocnici Johna Hopkinse v USA
odebral 1ékat ¢ast karcinomu délozniho ¢ipku 27leté Cernosce jménem Henrietta Lacks a
odeslal ho do laboratote. Zde zjistili, Ze buiiky izolované z biopsie jsou zivotaschopné a dobie
se mnozi, aniz by podléhaly senescenci. Henrietta nakonec rakoviné podlehla, ale jeji buiiky se
nastroj pro testovani novych I€kt ¢i vakein. Umoznily vyzkum lidskych virti i ovéteni ucinka
radiace a stavu beztize na lidské bunky. HeLa bunky jsou dodnes kultivovany v mnoha
laboratofich po celém svéte, figuruji ve zhruba 75 tisicich védeckych studiich a jejich celkova
hmotnost nékolikasetnasobné prevysila hmotnost dospélé Henrietty.

Obr. 1: Henrietta Lacks, po které je pojmenovana HelLa bunéc¢na linie

MORFOLOGIE
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Bunécéné kultury 1ze obecné rozdelit do dvou hlavnich skupin na kultury suspenzni a adherentni.
Kultury suspenzni jsou typické pro hematopoetické bunky a vSechny bunky, které z nich
vznikaji, nebo pro nékteré nddorové buitky. Dal§im typem jsou kultury adherentni (pfisedlé).
Ty vyzaduji kontakt s mezibunéénou hmotou, kterou v podminkach in vitro ¢asto nahrazuje
dno kultivacni nadoby. Pokud tyto buitky nemohou adherovat, dochazi k jejich apoptoze
(programované bunécné smrti), ktera je v tomto piipadé nazyvana anoikis z feckého vyrazu pro
bezdomovectvi.

Na zaklad¢ tvaru adherentnich bun¢k ve 2D kultute, tzv. morfologie, mizeme odhadnout, o
jaky bunéény typ by se mohlo jednat. Fibroblasty, stejné jako mezenchymalni kmenové buiky
maji protahly, vietenovity tvar. Naproti tomu epitelidlni bunky nebo bunky endotelové maji
polygonalni tvar a ve zfedéné kultufe tvoii ostrivky k sobé tésné prilehlych bungk.

Obr 2: A — endotelové buniky, B - mezenchymalni kmenové buiiky

KULTIVACNI PODMINKY

Sav¢i buiiky se nejcastéji kultivuji pti 37 °C v inkubatoru, ktery udrzuje normalni atmosféru s
5% pirimési CO2. Oxid uhli¢ity se rozpousti v kultivaénim médiu a vytvari uhli¢itanovy pufr,
ktery pomaha udrzovat optimalni hodnotu pH kultiva¢niho média v rozmezi 7-7,4. Pro vizualni
kontrolu pH se do média pridava jako indikator fenolova Cerven. V alkalickém prostfedi ma
médium fialovou barvu, pii optimalnim pH 7,4 je médium syté Gervené. Cim je vy&erpangjsi a
kyselejsi, tim se méni jeho barva do oranzova pti pH 7,0 a pfi pH 6,5 az do zluta. K takovymto
zméndm by vSak nemélo dochazet a médium by se spravné mélo buiikdm meénit kazdé dva dny.
Tkanovée kultury jsou také zavislé na vzdu$ném kysliku, takze je tfeba zajistit, aby mohl kyslik
k bunkam dobie difundovat, coz ovliviiuje i vrstva média nad buiikami.

Potiebné Ziviny buriky Cerpaji z kultiva¢niho média. Jedna se o izotonicky roztok s osmolaritou
280 — 320 mOsm/I, obsahujici anorganické ionty (Na*, K*, Ca®*, Mg?*, CI-, PO4*, SO4*, HCO3
), glukozu jako zdroj energie, aminokyseliny a vitaminy. Nezbytnou piimési nejbéznéji
pouzivanych médii jako je alfa-MEM (alfa modifikované Eaglovo médium) nebo DMEM
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(Dulbecco's Modified Eagle Medium) je sérum, které slouzi mimo jiné jako zdroj rastovych
faktorti, hormont, lipidd, stopovych prvka a proteint, které umoznuji bunéénou adhezi.
Vseobecné je snaha sérum, jakozto nedefinovanou slozku média, nahradit, protoze se stava, ze
bunky rostou 1épe v ptitomnosti séra urcitého vyrobce nebo se dokonce lisi odezva bun¢k na
jednotlivé Sarze séra. NejCastéji se pouziva fetalni hovézi sérum o koncentraci 5 — 20 %.

RUSTOVA KRIVKA

Rust neboli proliferaci bunék v kultufe charakterizuje rustova kiivka slozena ze 3 fazi.
Cerstvé nasazené buiiky jsou nejprve kulaté, posléze zalinaji sedimentovat a adherovat
trvat déle. Jakmile se buiky pfichyti k podlozce, zalinaji se rozprostirat do tvaru
charakteristického pro dany bunéény typ. Tato faze je nazyvana lag faze. Po rozprostieni
vstupuji buniky do logaritmické faze rustu, tzv. log faze, kdy bunky proliferuji. Jakmile
dosahnou bunky konfluence, ptechazi kultura do tzv. stacionarni faze ristu, kdy se bunky
prestavaji délit a spiSe zacinaji postupné odumirat. Jednou z pfi¢in zastavy dé€leni je kontaktni
inhibice mnozeni, kterd je typicka pro vétSinu normalnich netransformovanych buné¢k.
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Obr. 3: Rastova kfivka zndzornujici jednotlivé faze riistu bunééné kultury

STANOVENI POCTU BUNEK A ZJISTENI JEJICH VIABILITY

Aby bylo mozné porovnévat, jak buniky reaguji na urcity material nebo kultiva¢ni podminky,
byva Casto nezbytné nasadit vice pokusii se stejnou pocateni koncentraci bunék. Cely proces
je tedy zahajen tim, Ze buniky, které rostou prisedlé na dn¢ kultivaéni lahve, je nutné od povrchu
oddglit. K tomu se nejcastéji pouziva roztok trypsinu s EDTA. Trypsin je enzym, ktery §tépi
peptidické vazby proteini za aminokyselinami L-argininem a L-lysinem. Jedna se tedy o
relativné nespecificky enzym, ktery umoznuje roz$tépit proteiny séra, které pokryvaji plastovou
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kultivaéni nadobu a  zprostiedkovavaji  bunénou adhezi. EDTA  (kyselina
cthylendiamintetraoctova) patii mezi chelata¢ni ¢inidla, vaze tedy dvojmocné ionty, v naSem
piipadé predeviim Ca?*, které jsou nezbytné pro spravnou funkci cadherind. To jsou
transmembranové proteiny, které se podileji na adhezi mezi buitkami. EDTA tedy napoméha
oddélit od sebe jednotlivé bunky a ziskat bunéénou suspenzi bez shlukii.

Pro urceni koncentrace bunék v suspenzi se vyuzivaji pocitaci komurky ve spojeni se optickou
mikroskopii, nebo se dnes jiz Castéji vyuziva specialnich pfistroji pro automatizované pocitani
bun¢k. Jednou z nejcastéji vyuzivanych pocitacich komurek je Biirkerova komurka, ktera je
tvotena silnym sklem se dvéma vybrousenymi poli, Z nichz kazdé ma vyznacenou pocitaci sit’.
Pocitaci sit je tvofena 9 velkymi ¢tverci, kazdy o rozméru 1 x 1 mm, hloubka: 0,1 mm), které
jsou déle rozdéleny do 16 mensich étverci, kazdy o plose 0,04 mm?). P¥i pogitani bunék pomoci
Biirkerovy komiirky je nejprve nanesen maly objem testované suspenze mezi kryci a podlozni
sklo, komurka se nasledné vlozi do zorného pole svételného mikroskopu a po zaostieni se muiize
pfistoupit k samotnému pocitani bunck. Aby se zabranilo dvojimu zapocitani téZe bunky,
pocitavaji se pouze ty buiiky, které se nachazeji uvnitt ¢tverce a bunky, které se dotykaji dvou
zvolenych stran ¢tverce (napft. horni a leva) Definovany objem ¢tverce nam nasledné umozni
pirepocitat pocet bunék v definovaném objemu jednoho ¢tverce na koncentraci bun¢k v 1 ml
bunécné suspenze.

Pfi pocitani bun¢k se Casto stanovuje také jejich viabilita, neboli Zivotaschopnost. Jedna se 0
stanoveni poméru zivych a mrtvych bunék v populaci. Toto testovani se mize hodit nejen pii
nasazovani bun¢k, kdy je tieba nasadit stejny pocet zivych bunék na vzorek, ale také se ho
vyuzivd ke stanoveni cytotoxického uc¢inku nékterych latek nebo, v ptfipadé tkanového
inZenyrstvi, biomateriali. Ke stanoveni viability se Casto vyuziva roztoku trypanové modii,
ktery se pfida k bunééné suspenzi v objemovém poméru 1:1. Toto barvivo neprochazi intaktni
bunéénou membranou, a tak zivé buiky zistdvaji neobarvené. U mrtvych bunék je vSak
integrita bunééné membrany porusena a dochézi k jejich modrému zabarveni.

Obr. 4: Biirkerova komurka
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Obr. 5: Schéma mtizky Biirkerovy komiirky, Sedé€ je vyznacen jeden z deviti velkych ¢tverct,
obrazek vpravo znazorfiuje spravnou praxi zapo€itdvani bunck na rozhrani ctverce
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PRISTROJE:

Laminarni box

COg. inkubator

Invertovany mikroskop s fazovym kontrastem a fluorescenci
Zatizeni na ptipravu ultracisté vody

Centrifuga

pH metr

Analytické vahy

POMUCKY

Kultiva¢ni desky/Petriho misky

Pipety + $picky

Falkonky

Biirkerova komirka

Kultiva¢ni komory pro dynamickou kultivaci
Podlozni skla

CHEMIKALIE

PBS
Trypsin-EDTA
Trypanovéa modf

POSTUP NASAZENI BUNEK DO KULTIVACNI DESTICKY:

1
2.
3.
4
5

6.

©

. Z kultivaéni lahve (25 cm?) odsat médium

Oplachnout bunky 5 ml sterilniho PBS pufru
Odsat pufr

. Pridat 0,5 ml roztoku Trypsin — EDTA a inkubovat 5 min v inkubatoru pii 37°C
. Provést kontrolu zakulaceni bunék pod mikroskopem, pokud je to tieba, je mozné

poklepat na lahev ze strany rukou, aby se buriky uvolnily od podlozky

Poté, co se buiiky uvolnily do roztoku, ptidat 5 ml kultiva¢niho média se sérem (sérum
obsahuje hodné¢ proteinti, takze trypsin Stipe také tyto proteiny a nenici tolik samotné
bunky)

Bunky v médiu resuspendovat pipetou, aby je bylo mozno vSechny z lahve odstranit a
prepipetovat do 15 ml falkonky

Stocit na centrifuze na 5 min, 300 g, 21 °C

Po stoceni je na dné falkonky viditelna peleta obsahujici buiiky, odsat supernatant
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10. Bunky resuspendovat v 1 ml Cerstvého média se sérem (opakované nasat pipetou a
vypustit, tj. fddné propipetovat)

11. Odebrat do mikrozkumavky 40 ul dobie propipetované bunééné suspenze, piidat 40 pl
roztoku trypanové modii, propipetovat, po 10 pl napipetovat do kazdého pole
Biirkerovy komurky

12. Spocitat zivé a mrtvé bunky alesponi ve 3 velkych c¢tvercich kazdého pole Biirkerovy
komirky, pocty zpramérovat, stanovit viabilitu a vypocitat fedéni buné¢né suspenze

13. Buiiky nafedit na pozadovanou hustotu (napt. 15 000 bunék/cm?) a takto pipravenou
bunécnou suspenzi napipetovat do kultivacni desky/kultivacni komory/na podlozni
sklo.

14. Bunky vlozit do inkubatoru a kultivovat za standardnich kultivacnich podminek

SYSTEMY PRO MECHANICKOU ZATEZ BUNECNE KULTURY

Autor: Ing. Jana Stépanovsk4, Ing. Roman Matgjka

Mnoho systému jiz byly navrzeno pro mechanickou stimulaci bunéénych a tkanovych kultur.
Tyto pfistroje mohou byt rozdéleny do kategorii v podminkach pro jejich primarni zptisob
namahani: stlaeni (hydrostaticky tlak nebo pfimy kontakt ptitlacné desky ), podélné roztazeni,
ohyb, osové symetrické vyduti substratu , rozptyl rovinného substratu a smykové napéti.

KOMPRESIVNI NAMAHACI SYSTEMY

Hydrostatickd komprese ma nékolik podstatnych vyhod: jednoduchost zatizeni, prostorova
homogenita stimulu, snadnost konfigurace vice zatéZzovych replikatii (pomoci rozdélovace) a
snadnost dodani a ptenosu bud’ statickych nebo prechodnych zatézovych vstupi. Vzhledem
k nepfimému kontaktu s zatézovacim systémem desky, nevznika zadné nebezpeéi ohledné
lokalniho stlageni vzorki a dochazi tak k plynulému pfenosu metabolitl mezi kultivaéni vrstvou
a zivnym médiem. Dodavané zatizeni navic neni zavislé na stavu adheze mezi kulturou a jejim
substratem. BohuZel tlaky plynid v inkubétoru odpovidaji kvazi-fyziologickému kultivacnimu
stresu vedouci k vysoké hladin€é pO2 a pCO2. Dlasi vykyvy mohou nastat pfi pfili§ nizké nebo
vysoké frekvenci tlakovych pulst.
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Load
Platen

1 Displacement

2 |

(a) (b)

Obrazek 1 - sestavy pro kompresivni namahani. A) kompresivni namahani 2D bunééné kultury prosti‘ednictvim tlaku $iFiciho se
kultivaénim médiem. B) tlakové namahani bunék inkorporovanych do bunééného nosice, ktery je piimo tlakové komprahovan
pistem.

PODELNE JEDNOOSE NATAHOVANI SUBSTRATU

Systém pro podélné jednoosé namahani jsou Casto vyuZivand zejména kvili jednoduché
implementaci a nizké cené. Podstatu je plsobeni sily v jednom sméru na substrat osazeny
buitkami, pficemz substrdt musi byt do jisté miry elasticky. Z toho divodu se nejcastéji
pouzivaji silikonové, polystyrenové apod. polymerové substraty, piip. nativni tkané.

Grip Displacement

Load or
Displacement

o |

Obrazek 2 - systémy s jednoosym namahanim a) podélnou tenzi, b) flexi substratu.

(b)

PRUTOKOVE SYSTEMY SE SMYKOVYM NAPETIiM

Proliferace Sirokého spektra bun¢k je zavisld na plisobeni smykového napéti, ptisobiciho na
bunécné mechanoreceptory (mebranoveé receptory, iontové kandly, integriny apod.) majici vliv
na dalsi procesy (hladiny intracelularniho calcia, oxidu dusného, prostacyclin, remodelace
cytoskeletu). Pritokové systémy vyuzivaji dvou konfiguraci. Jednou je rotace konického kuzele
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kolmo ulozeného nad povrchem desky. Protoze jak lokalni relativni rychlost, tak i vzdalenost
mezi povrchy kuzele a desky se méni linearn€ s radialni polohou, dosdhne toto usporadani
prostorové homogenniho smykového napéti na obou pfislusnych povrsich. V zavislosti na
kuzelovém zzeni a ulozené thlové rychlosti lze dosdhnout Sirokého rozsahu smykového
nape¢ti, které sahd 1 do turbulentniho rezimu.

Druhou hlavni konfiguraci je sestava rovnobéznych desek, mezi kterymi protékd médium.
Vzhledem k malé velikosti $térbiny vznika mezi deskami laminarni proudéni a buiiky jsou
rovnomeérné namahany smykovym napétim. Pohon média mezi deskami mtize byt proveden jak
gravitacné, tak miize byt pohdnéno i pumpou. V zavislosti na geometrickych vlastnostech desek
a rychlosti proudéni média mize byt vytvoreno variabilni smykové napéti.

Boundary Pressure Gradient
Rotation G mm-

R |

a

Obrazek 3 - konfigurace systémii s pritokovym namahanim: a) rotujici kuZel, b) paralelni desky.

PRIPRAVA GELOVYCH SUBSTRATU JAKO NAHRADA ECM

Extracelularni hmota (matrix, ECM) je substrat, ke kterému je uchycena vétSina bunck
organismu. Butika interaguje s ECM pomoci membranovych glykoproteind (integrintl), které
pfenaseji potfebné informace do nitra buiiky. Nasledné pak dochazi k expresi pfislusnych gent,
a tim je ovlivnéna proliferace, diferenciace, maturace a pohyblivost bunék. ECM je sloZzena
z vldken kolagenu, elastinu, proteoglykant, polysacharidu kys. hyaluronové a glykoproteinti
odpovédnych za interakci s buiikami (laminin, fibronektin).

Ve vSech tkanich dochazi k pomalé obnové ECM. Zvysena a regulovana obnova ECM je patrna
pfi hojeni poranéni. V okamziku poranéni dochdzi k poruSeni integrity cévniho systému
s nasledkem krvéceni a extravazaci slozek krve do poranéného mista. Organismu se snaZzi
S timto stavem vyrovnat zachovanim hemostazy diky aktivaci koagula¢ni kaskady. Vyslednym
krokem koagula¢ni kaskady je aktivace protrombinu na trombin, ktery pfeménuje fibrinogen
na fibrin. Jednotlivé fibrinové monomery polymeruji za vzniku fibrinové sité. Tento fibrinovy
klot ucpavéa poranéné misto a chrani cévy pred krvaceni. Fibrinova sit' rovnéZ podporuje
migraci leukocytl, fibroblastii a endotelidlnich bunék do poranéného mista a slouzi jako
docasna matrice pro jejich ukotveni a proliferaci.
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VYUZITI FIBRINOVYCH SIiTIi V TKANOVEM INZENYRSTVI

Fibrinova sit’ napomaha nejen K zastavé krvaceni, ale zaroven poskytuje docasnou matrici, na
kterou se vazou riizné proteiny extracelularni matrix a rtistové faktory. Spole¢né tak vyraznou
meérou piispivaji k obnoveé poranéné tkané€. Prave tyto rozmanité vlastnosti fibrinovych siti jsou
hojné¢ vyuzivany v tkafiovém inZenyrstvi a medicin€. Tzv. fibrinova lepidla se naptiklad
pouzivaji k zastaveé krvaceni, dale jako nahrada sesiti poranénych tkani, k 1€cbé triselné kyly,
k 1é¢be jater, chrupavek a kosti. Jedna se nejéastéji o roztoky fibrinogenu ve velmi vysokych
koncentracich. Fibrinogen se po smichdni s trombinem rychle pfeménuje na fibrinovy gel.
Kombinace bunék ptidanych do fibrinu slouzi k doruceni bun€k na misto urceni. Tento postup
lze vyuzit napt. pfi hojeni poranéni klize, nebo také pti 1€cb¢ nekrotickych mist na srdci po
infarktu myokardu.

Centrilni
feglor

Obrazek 4 Molekula fibrinogenu (340 kDa). Fibrinogen se sklada ze 3 polypeptidovych Fetézcii: a Fetézec — zelena, 8 Fetézec —
fialova, y Fetézec — modra.
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Trombin

Trombin \
X tvorba protofibril, vétveni \
a lateralni asociace

Trombin

‘k;\ FPB

prokiizeni a rist vlidken
diky lateralni asociaci

protofibril

Xllla

Obrazek 5 Tvorba fibrinové sité.
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Obrazek 6 Fibrinovy gel.

VYUZITI NANOVLAKENNYCH NOSICU JAKO SUBSTRATU PRO TKANOVE

INZENYRSTVI

Nanovldkna pfipravend efektivni technologii elektrostatického  zvladkiovani (4.
elektrospinningu) zaznamenavaji neustale rostouci uplatnéni ve vSech sférach lidské Cinnosti,
jako jsou primyslové i biomedicinské technologie. Nanovlakenné materialy lze vyuZit napf. na
odstranéni mikrobidlnich, organickych i1 anorganickych kontaminanti z vody a vzduchu na
podkladé filtrace a adsorpce, pro hemodialyzacni systémy, pro konstrukci senzord vcetné
biosenzort, pro cilenou dodavku a tizené uvoliiovani 1é¢iv, pro bunéénou i genovou terapii, a
zvlasté pro konstrukci nosic¢i bunék (tzv. scaffoldil) pro tkanové inzenyrstvi. Nanovlakna totiz
alespon do jisté miry napodobuji vldknitou slozku ptirozené extracelularni matrix, a jsou tudiz
povazovana za vhodny substrat pro adhezi a rist bunék. Pro zvyseni bunécné adheze a rustu, a
rovnéz pro nasmeérovani jejich Zadouci diferenciace a fenotypické maturace, 1ze tato nanovlakna
funkcionalizovat rlznymi chemickymi funkénimi skupinami a biologicky aktivnimi
molekulami, jako jsou proteiny zprostiedkujici adhezi bunék (fibronektin, kolagen, laminin) a
oligopeptidickymi ligandy odvozenymi z téchto proteini (RGD, KRSR, IKVAV...),
rastovymi faktory (VEGF, FGF-2, BMP-4) ¢i enzymy (napf. alkalicka fosfataza pro navozeni
mineralizace pro inzenyrstvi kostni tkan€). Pomoci elektrostatického zvldkiiovani mohou byt
nanovlakna pfipravena z celé fady materiald, jako jsou syntetické polymery (napft. polylaktid,
polyglykolid, polykaprolakton a jejich kopolymery), pfirodni polymery (zelatina, chitosan, silk
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fibroin, derivaty celuldzy), a dokonce i mineralni substance, jako jsou fosfaty kalcia ¢i oxidy
kifemiku pro inzenyrstvi kostni tkdn€. Pro inzenyrstvi tvrdych tkdni mohou byt polymerni
nanovlakna zpevnéna i minerdlnimi ¢i uhlikovymi nanocasticemi (napf. nanocasticemi
hydroxyapatitu, grafenu, uhlikovych nanotrubicek, nanodiamantl), pfidanymi piimo do
roztoku polymeru pro elektrospinning. Nanovldkenné matrice Ize vyuzit pro rekonstrukci
Sirokého spektra tkani 1 orgdni — krom¢ jiz zminéného inzenyrstvi kostni tkané jsou vhodné i
pro kardiovaskularni tkanové inzenyrstvi, pro inzenyrstvi tukové tkané pro terapeutické i
estetické rekonstrukce, pro rekonstrukei chrupavky, a v neposledni fadé i pro rekonstrukei kiize
¢i jako 1é¢ivé a antimikrobidlni kryty pro hojeni akutnich i chronickych ran véetné€ popalenin,
prolezenin, diabetickych defekti.

V ptipad¢ elektrostatického zvlakiiovani je ovlivnéna vyslednad struktura vlaken fadou
parametri. Kromé& volby samotného polymeru a rozpoustédla ovliviiuje vysledné vladkno
gradient elektrického pole — tj. samotna velikost napéti a vzdalenost emitoru a kolektoru; forma
emitoru (jehlovy nebo bezjehlovy emitor) a kolektor (staticky; rota¢ni; strukturovany).

TR

1

Obrazek 7 — srovnani orientovanych A a neorientovanych B nanovlaken kolagenu 1. Orientace nanovlaken bylo dosaZeno pomoci
zachytavani vlaken na rotacni elektrodu.
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PRIPRAVA NANO VLAKENNEHO NOSICE Z KOLAGENU TYPU 1

VYBAVENI A POMUCKY

Systém na pfipravu nanovlaken
Laminarni box

Systém na pfipravu ultracisté vody
Analytické vahy

Ptiprava musi probihat ve sterilnich podminkach!

PRIPRAVA POLYMERU

1.

2.

Navazte a odméite latky potfebné pro pfipravu polymeru pro zvlaknéni — pracujte
v digestofi, a pouzivejte sklenéné nadoby

a. Kolagen typ 1 — celkovy podil bude 8% hmotnostné

b. Rozpoustédlo roztok kys. Octové
Ptipraveny roztok dejte rozvolnit do tiepacky

PRIPRAVA NEORIENTOVANEHO NANOVLAKENNEHO NOSICE POMOCI

JEHLY
1. Pftipraveny roztok nasajte do 5 ml stfikacky
2. Ptipravte systém pro vlaknéni — zdkladni nastaveni
a. Piipravte emitor s jednou jehlou vel. G20
b. Pfipravte kolektor typu plosna deska a umistéte na jeho povrch vrstvu sterilni
netkanné textile
c. Vlozte kolektor i emitor do depozi¢ni komory, ptipojte k davkovaci polymeru
3. Nastavte depozi¢ni parametry
a. Depozi¢ni vzdalenost 25 cm
b. Nastavte zakladni napéti 40 kV
c. Davkovany objem nastavte na 50 ul/min
d. V komofte nastavte proudéni vzduchu na 20 I/min
4. Spust'te vlaknici proces
a. Postupné zvySujte depozic¢ni napéti dokud nedojde ke vzniku vldknici trysky,
cca. 45— 50 kV dle stupné rozvolnéni
b. V piipadé, ze dochazi k rychlému zvlaknéni kapky na jehle, zvyste davkovany
objem na ca. 60 — 75 ul
5. Deponujte po dobu 20 minut
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6.

Po ukonéeni depozice vyjméte kolektor s ptipravenymi vlakny, pomoci skalpelu tyto
vldkna nafeZte na ¢tverce 25 x 25 mm a nechte po dobu 30 min sterilizovat pod UV
zafenim.

Sterilni vlakna uchyt'te do kultiva¢ni komory.

PRIPRAVA ORIENTOVANEHO NANOVLAKENNEHO NOSICE POMOCI
BEZJEHLOVEHO EMITORU

1.
2.

Dopliite polymer do 5 ml stiikacky
Ptipravte systém pro vldknéni — zdkladni nastaveni

a. Pfipravte dvoukanalovy emitor pro bezjehlové zvlaknéni

b. Ptipravte kolektor plny valec a jeho povrch dikladné ocistéte etanolem

c. Vlozte kolektor i emitor do depozi¢ni komory, ptipojte k davkovaci polymeru
Nastavte depozi¢ni parametry

a. Depozi¢ni vzdalenost 20 cm

b. Nastavte zakladni napéti 45 kV

c. Davkovany objem nastavte na 100 ul/min

d. V komofte nastavte proudéni vzduchu na 20 I/min

e. Otacky valce nastavte na 3300 1/min
Spust'te vlaknici proces

a. Postupné zvysujte depozi¢ni napéti dokud nedojde ke vzniku vlaknici trysky,

cca. 50 — 60 kV dle stupné rozvolnéni
b. V ptipadé, ze dochazi k rychlému zvlaknéni kapky na jehle, zvyste davkovany
objem na ca. 120-140 ul

Deponujte po dobu 20 minut
Po ukonceni depozice vyjméte kolektor s pfipravenymi vldkny, pomoci skalpelu tyto
vldkna odfiznéte podélné a poté rozd€lte na Ctverce 25 x 25 mm a nechte po dobu 30
min sterilizovat pod UV zéfenim.
Sterilni vlakna uchyt'te do kultiva¢ni komory.

PRIPRAVA FIBRINOVEHO HYDROGELU PRO ODLITI NA NANOVLAKENNY

SUBSTRAT

VYBAVENI A POMUCKY

Horkovzdus$ny sterilizator

Laminarni box

Systém na piipravu ultracisté vody
Analytické vahy

Invertovany fluorescen¢ni mikroskop
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Ptiprava musi probihat ve sterilnich podminkach!

1) Zasobni fibrinogen
2) Zasobni trombin
3) Tris pufrpH 7,4
4) Bunééna suspenze

POSTUP

1) Piipravenou suspenzi bunék rozied’te ve 400 ul média

2) K suspenzi ptidejte fibrinogen, aby vysledna koncentrace fibrinogenu byla 1 mg/ml

3) Roztok fibrinogenu a bunék naneste do kultiva¢ni komory

4) Pripravte si roztok trombinu o koncentraci 2 U/ml, fed’te Tris pufrem pH 7,4

5) Roztok trombinu piidejte k roztoku v kultiva¢ni komote rovnomérné po celém povrchu.
POZOR! Pracujte pti nanéaseni co nejrychleji, gel se bude tvorit v komote rychle.

6) Ponechate tvofit klot cca 5 minut a nasledné dosestavte kultivaéni komoru a vlozite ji
do inkubétoru.

7) Piipojte komoru k systému pro mechanické zatézovani bunécné kultury. Zaznamenaejte
kazdou hodinu stejné zorné pole fazovym mikroskopem a vyhodnotte vliv mechanické
zatéZe na proliferaci bunék v gelu.

KONTROLNI OTAZKY

1) Co je extracelularni matrix?

2) Co je vysledkem koagulaéni kaskady?

3) Co jsou biomaterialy?

4) Co jsou nanovlakna a jak jsou charakterizovana?

5) Jaky je rozdil mezi technikou jehlové a bezjehlové konfigurace u elektrozvlaknéni?

6) Jak je mozné docilit orientace nanovlaken?

7) Jak vznika fibrinovy gel?

8) K ¢emu pouziva fibrinovy gel v medicing?

8. Jaky je rozdil mezi primokulturou a buné¢nou linii?

9. Co vyjadiuje Hayflickv limit?

10. V jaké rustové fazi jsou nejpatrnéjsi rozdily v ristu bunék na jednotlivych vzorcich?

11. Jaky je objem v mikrolitrech velkého ¢tverce Biirkerovy komurky?

12. Primérné jsme ve velkych ¢tvercich Biirkerovy komurky napocitali 45 bunék a z nich
byly 3 buniky modie zbarvené. Vypocitejte koncentraci bunééné suspenze a stanovte
viabilitu bunécéné kultury.
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